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はしがき
イネは世界の3大穀物の一つであり､来るべき食糧不足時代に向けて､その解決
に寄与する努力が求められている｡耕作可能な面積には限りがあるため､安定的な
単収増を計る栽培技術等の開発とともに､寒冷地や砂漠化した耕作不良地などでの
栽培が可能となるような､環境ストレスに強い耐性をもった新品種の創出はそうし
た解決方法の一つとなるであろうo他のトウモロコシやコムギに比べて､イネは塩
や水分ストレス､低温に弱く､栽培可能地域も限られている｡
植物のストレス耐性機構には種々あるが､浸透圧調節物質(適合溶質)としての
グリシンベタイン(以下､べタイン)は微生物から耐塩性藻類､高等植物､晴乳類
までの広範な生物で合成される二次代謝産物であり､植物には分解系が存在しない
といわれている｡イネ科のべタインに関して興味深いのは､中近東を起源とするム
ギ類がこれを集積し､高温･乾燥に適応したC4光合成経路をもつトウモロコシや
ソルガムには品種によって集積するものとしないものがあり､アジアモンスーンに
適応したイネは集積しない､というように生育環境との関連性が見られることであ
る｡そこで､イネにこの代謝経路を付与できれば､さらに環境ストレスに耐性とな
り得る可能性がある｡この可能性を検討するのが本研究課題の目的であり､そのた
めに､既に単離されている関連遺伝子の分譲を受けて､遺伝子工学的手法によりイ
ネでの形質転換体を作出して､ invivoにおけるストレス耐性の程度を評価しようと
した｡並行して､市販のべタインを用いて､イネに対するべタイン付与の効果と意
義を明らかにしようとした｡
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Ⅰ.　外生べタインによるイネへのストレス耐性付与の検討
はじめに
イネにグリシンベタイン(以下､べタイン)生合成経路を導入した時､果たして
べタインを生合成できる他のイネ科植物にみられるようなストレス耐性が付与で
きるものかどうか､またイネに対するべタインのもつ意義を明らかにすることを目
的として､水耕栽培したイネの根から市販のべタインを吸収させて植物体に集積さ
せ､そのことがイネのストレス耐性にどの程度の効果を示すかを調べた｡
材料および方法
供試材料として品種､ササニシキ､ IR8､ゆきひかり､きらち397､ツクバハタ
モチを用いた｡ベンレート水溶液で種子消毒した後､水道水を入れたバットに張っ
た網上で育苗して､第2葉が完全展開した苗を慣行によるイネ水耕栽培法(前
1993)により､ワグネルポット当たり5-6個体ずつで育てた｡この時の生育温度
条件は25/20℃あるいは27/22℃である｡
3.5齢期になった頃､べタイン添加を開始し､ 2日毎に2mMずつ段階的に濃度を
高めて行き､最終濃度8-10mMとした｡ 10日あるいは15日間の添加処理後､低
堤(5℃)および熱(45℃)処理を施し､ Ⅰ週間の回復後に生育量を比較するとと
もに､障害の程度を生存緑色部% (全乾物重量に対する緑色部重量の割合)として
算出した｡また､ 15℃の比較的低温下および37/32℃の高温下における生育に及
ぼすべタインの効果を調べた｡
べタイン添加終了時に一部をサンプリングして､植物体に集積されたべタイン濃
度を測定した｡測定方法はJonesら(1986)のlH-NMR法に依った｡
結果
1 )低温耐性に及ぼすべタイン添加の効果
5℃下(12時間光照射)で10日間処理し､通常の生育条件に戻して回復させ
た個体について､生存緑色部%を求めた(図1)｡この強い低温ストレスに対して､
品種による強弱に明らかな差異がみられ､北海道の耐冷性品種きらら397は対照区
でも強くべタイン添加区との差異が認められなかったが､インド型品種IR8は両区
共に枯死して､耐冷性が極めて弱いことを示した｡ゆきひかりとササニシキでは対
照区との間に有意差が認められ､べタイン添加が低温による障害をある程度緩和し
たことを示した｡このことから､べタインが茎葉中に存在することはある程度の保
護効果を示すものと考えられるが､その程度は小さいものであると言えるだろう｡
2)高温耐性に及ぼすべタイン添加の効果
第3葉が完全展開した頃から､ 2日毎に2 mMずつ濃度を高めて10 mMの濃
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専らら397　　　ゆきひかり　　　ササニシキ　　　　t R 5 8
図1･イネ品種の低温耐性に及ぼすべタイン添加の効果
水耕イネ幼苗に12日間10mMのべタインを段階的に
添加した後､ 5℃ ･ 10日間処理して常温に戻して､障害
の程度を緑色生存部位の重量%で示した｡
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度でべタインを添加した｡ 15　日間高温条件下で生育させ､草丈､茎葉乾物重量及
び分げっ数を調べた｡この時､ 1部ポットに熱ショック処理(45℃, 4時間)を施
した後常温に戻して回復させ､生存部分(緑負部)の割合(%)を障害程度の指標
として表した(表1)｡この濃度のべタイン存在下では､草丈が有意に減少したが､
茎葉乾物重量はむしろ弱高温下より強高温下で多い傾向を示した｡分げっ数も強高
温下でむしろ有意に多く､このことが強高温条件下における1個体当たりの茎葉乾
物重量の増加に関係していると考えられる｡熱ストレス耐性は逆に弱高温下で生育
した植物体の方が､またべタインを集積している方が高かった｡この傾向は日本型
イネとインド型イネの両方で同様であったが､インド型品種のIR58の方が日本型
品種のササニシキより熱ストレス耐性は高いようであった｡
3)日照条件がべタインの効果に及ぼす影響
表1から､植物体へのべタインの集積は草丈を減少させるのではないか､とい
う懸念が示唆された｡そこで､各生育温度条件下での生育量(実験開始時と終了時
との生育差)を異なる日射量の条件下で比較した(表2)｡低温と高温の温度条件
を設定し､低温下で2週間､高温下で1週間､対照区で10日間の生育量をべタイ
ン添加区と非添加区とで比較した｡高日射量下では対照区(27/22℃)を除き､草
丈と根長の伸長はべタイン添加によって押さえられる傾向が見られた｡この傾向は
低日射量下ではさらに顕著であり､すべての条件下でべタインの添加は伸長を制限
した｡しかしながら､高日射量下の茎葉重は逆にべタイン添加区で増加したが､低
日射量下では高温区を除き､べタイン添加区でむしろ減少した｡根重は高日射量下
では草丈と同様に､対照区のべタイン添加区では非添加区より高く､低温･高温区
ではむしろ非添加区の根重生育量の方が高かった｡低日射量下では対照区のべタイ
ン添加区で低く､低温･高温区ではむしろ添加区の根重生育量の方が高かった｡ひ
げ根が多く発生したためと考えられる｡このように､イネ幼苗期の温度ストレス条
件下における生育量に及ぼすべタイン集積の効果は､日射量の多少によって異なり､
高日射条件下においては､伸長は制限されるものの乾物重量でみた生育は増進され
ると言える｡
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表1.高温条件下におけるイネ品種幼苗の成長と熱ストレス耐性に及ぼすべタインの効果.水耕栽培した幼苗の第3葉が
完全展開した時からべタイン(GB)を2日毎に2mMずつ濃度を高めて10mMまで添加して,15日間生育させ,草丈,茎葉乾
物重量及び分げっ数を求めた.また,その1部に4 5℃,4時間の処理を施した後,7日間回復させて障害程度を生存緑色
部%として求めた.値は1個体当たりの平均値(n=15)で示した
熱ストレス耐性
草丈(cm)　　　茎葉重(g)　　分げっ数　　　　生存緑色部割合(%)
一GB　　+GB　　一GB　　+GB　　　一GB　　+GB　　　　一GB　　　　+GB
ヰゝ
品種　　　　　温度
(昼盛｣j
ササニシキ　　35 /27
27 /24
lR58　　　　　　35 /27
27/24
★一GB (コントロール)と十GB (べタイン添加区)の平均値の間に有意差あり(p<0.05).
???????? ??? ??? ?????】 ???????? ?????????? ?? ???
????????
?????
表2.イネ幼苗の生育に及ぼすべタインの効果と日射レベル.品種ササニシキ
の幼苗の第3葉が完全展開した時から,べタイン(GB,8mMまで段階的に高め
た)を添加した･ 3段階の温度条件下(15℃,2週間;27/22℃,10日;37/32 ℃,
1週間)における生育量(処理前と後の平均値の差,n=15)を求めた.同じ実験
を日射量の異なる期間に行い,べタインの効果に対する日射量の影響をみた
(A)高日射条件下(日平均; 16,36MJ m-2)
生育量
15 ℃　　　　　　27/22 ℃　　　　　　37/32 ℃
-GB　+GB　　-GB　　+GB　　･GB　　+GB
草丈(cm)
根長(cm)
茎葉重(mg)
根重(mg)
(B)低日射条件下(日平均;7.90 MJm-2)
生育量
15 ℃　　　　　　27/22 ℃　　　　　　37/32 ℃
-GB　+GB　　　　-GB　+GB IGB　　+GB
草丈(cm)　　　　　8.1　3.4　　　18.0　7.4
根長(cm)　　　　　3.6　0.2　　　　2.6　0.3
茎葉重(m9)　　　136 115　　123　99
根重(mg)　　　　40.2　41.1　　31.0　29.2
5
? ? ? ? ? ? ? ??????? ??? ? ???? ??
?
??????
????? ? ? ? ? ????????????
考察
以上､外生的にべタインをイネ植物体に集積させたことによる､ストレス耐性付
与の程度､および生育に及ぼす影響を見た｡この添加条件により､イネ植物体には
べタインが約40-55FLmO1 g-I DW集積しており､これはオオムギがストレス誘導さ
れた時集積する量に匹敵している(Kish血niら1994)｡生合成経路を持たないイネ
には却ってストレスにもなり得る集積量であると言えるかもしれないが､少なくと
もイネにとって､もっと少ないべタイン濃度であれば､目に見えるような害作用は
ないものと考えられる｡外生的にべタインをイネ植物体に集積させたことによるス
トレス耐性の付与の程度は､広く耐性品種まで含めれば､品種間差異の中に入って
しまう程度の耐性であるようである｡しかし､ 1要因の付加により､有意な効果が
認められれば､それはイネにとって受け入れられる耐性機構である､と言えるので
はないだろうか｡ここでは温度ストレスのみを取り扱ったが､外生的にべタインを
イネ植物体に集積させたことにより､塩ストレス耐性が付与された例の報告はすで
にある(Harinasutら1996)｡
しかし､人為的に植物体に集積するべタインを量的にコントロールすることは極
めて難しく､かつ細胞内での局在の問題を考えると､遺伝子の発現によって内生的
に合成･集積させて､その効果をinvivoで評価してみる必要性がある｡他のイネ
科の夏作物なみに発現させた時､どの程度のストレス耐性を付与するものか､興味
深い｡
引用文献
I) Harinasut, P., K. Tsutsui, T. Takabe, M. Nomura, T. Takabeand S･ Kishitani(1996)･
Exogenous glycinebetaine accumuladonand increased salt-tolerance inrice
seedlings.
Biosci. Biotech. Biochem. 60(2): 366-368.
2) Jones, G.P., B.P. Naidu, R.K. Starrand L.G. Pales (1986). Estimates ofsolutes
accumulating ln Plants by I H nuclear magnetic resonance spectroscopy･
Aust. ∫. Plant Physi01. 13: 649-658.
3) Kishitani, S., K. Watanabe, S. Yasuda, K. Arakawa and T. Takabe (1994)･
Accumulation of glycinebetaine during cold acclimation and freezIng tolerance in
leaves of winter and sprlng barley plants･ Plant, Cell and Environ･ 17: 89-95･
4)前　忠彦(1993).イネの栽培法.植物細胞工学5(3):21ト215.
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ⅠⅠ.オオムギBADH導入形質転換イネの作出とストレス耐性の評価
はじめに
高等植物のべタイン生合成はコリンから2段階の酸化によって生成される｡第1
段階を触媒するのが､コリンモノオキシゲナ-ゼ(CMO)であり､第2段階を触
媒するのがべタインアルデヒドデヒドロゲナ-ゼ(BADH)である｡ CMO酵素に
より生成される中間代謝産物べタインアルデヒド(BA)はBADHによって､べタ
インに酸化される｡ CMOをコードする遺伝子はごく最近単離されたばかりである
が､ BADHをコードする遺伝子は､オオムギではIsh血niら(1995)によってすでに
単離･解析されている｡イネにはべタインの生合成経路はないか､あってもその酵
素活性は極めて低いと言われていたので(Ra仙nasabapa仙ら1993)､まず､ BADH
をコードする遺伝子をイネに導入し､続いて､第1段階の酵素をコードする遺伝子
を導入して､交配により2つの遺伝子を集積することにした｡しかし､その後の研
究により､イネはBADH遺伝子を持っており､弱いながらも酵素活性があること
が明らかになった(Nakamuraら1997)｡そこで､オオムギのβAβ〃遺伝子をイネ
で過剰発現させることは､イネのBADH活性強化の意味を持つことになる｡
材料および方法
オオムギのBADH cDNAをユビキチン遺伝子のプロモーターに連結して(図2-
A) ､ Yokoiら(1998)と同様の方法によって､イネ品種ササニシキに導入した｡ハイ
グロマイシン耐性個体(T｡)について､ HindIIIで消化して､オオムギのBADHcDNA
をプローブにサザンプロット解析を行い､ 1コピー導入されている3個体(16,17,
20)を選抜した(図2-B) ｡それらの自殖種子を播種して､ホモ個体を選抜し､ T2
日殖種子を得て､実験に供試した｡
選抜した3系統の中､用いた2系統(T16と20)について､如akawaら(1992)
の方法によって､ウェスターンプロット解析を行い､タンパク質レベルでの発現を
確認した｡
導入されたBADHの活性をべタインアルデヒド(BA)のべタインへの転換効率
で見るために､無菌的に操作する必要がある｡そこで､ 1リットル培養容器のふた
に直径7ミリの穴を4つ開けて､ミリシール(0.5マイクロミリの膜フィルター,日
本ミリボア製)でシールして､空気の流通を確保した｡発芽5日目の芽生えを培養
液(MS培地の塩､ビタミン､ 0.8%アガロース､ pH5.8)にBAを添加あるいは無
添加条件下で育成して､べタインの集積量とそのことが低温(5℃)および熱(45℃)
耐性に及ぼす効果を前章と同様の方法で検定した｡
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結果
1)オオムギBADHcDNA導入イネの作出とべタインの生成
オオムギBADH遺伝子が1コピーで導入されたホモ系統を3系統選抜した｡
供試した2系統(T16､ T20)について､ウェスターンプロット分析により､導入
遺伝子がタンパク質レベルでも発現していることを確かめた(図2-C)｡イネではオ
オムギの抗BADH抗体にクロスハイプリグイズする2本のバンドが得られたが､
形質転換体では小さい方のサイズのタンパク質が過剰発現していた｡他にも相同な
遺伝子が存在しているものと考えられる｡しかし､オオムギの遺伝子をイネで発現
させて､なぜ分子量が小さくなったのか理由はよく分からないが､種の違いによる
ものかもしれない｡
次ぎに､形質転換イネにBADHの基質べタインアルデヒド(BA)を吸収させ
て､べタインへの転換を調べた(表3)0 BA2mM存在下で育成した時､形質転換
イネは原品種(wT)の1.5-1.8倍のべタインしか合成しないのに対し､BA IOmM存
在下では3.5-3.8倍のべタインを合成して､ WTより高い転換効率を示し､イネの
BADH活性が改善･強化された｡また､茎葉中に残留しているBAの量も形質転換
イネの方がはるかに少なかった(データ無提示)｡
2)イネにおけるべタインの生成がイネの生育に及ぼす影響
表3でべタインへの転換能力を見たのと同じ個体について､草丈･横長･茎葉
重･根重でみた生育量を比較した(図3)｡ 7日間の生育量で､ BA添加区と非添加
区との間に有意な差異はないものの､べタイン生成区(BA添加区)に対する対照
区(BA非添加区)との比で見てみると､べタインの生成量が多くなるに従い､草
丈が制限される傾向が見られ､横長および根重は逆に促進される傾向が見られた｡
この根の成長の促進効果は､塩や水分ストレスがまず根において感応されることを
考えれば､実に興味深い｡
3)形質転換イネのストレス耐性の評価
表3と同様に､ BAIOmMを7日間添加した形質転換イネについて､低温およ
び熱ストレス耐性を評価した｡ 5℃の低温に曝す前に2日間15℃に置いて馴らして
から､ 5℃に7日間あるいは9日間曝して､常温に戻し､ 2週間後に障害の程度を
見た(表4)｡この15℃の馴化期間を経ないWT個体は､この低温処理条件では､
すべて枯死した(データ無提示)｡表4に示すように､べタインを集積させた個体
は低温耐性を獲得しており､それは厳しいストレス条件下(ストレス2)でより顕
著であった｡しかしながら､原品種(wT)も少ないながら､基質BAの添加によ
りべタインを生成しており､形質転換イネ系統との間の耐性の程度に有意な差異は
なかった｡内生のBADHがこれほどの活性を示すことが判明したのも今回の成果
の1つである｡
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図2.オオムギBADHcDNA導入形質転換イネの作出.
(A),形質転換に用いたベクターUbiquI'tin::BADHの構成図;
(B),制限酵素HI'rxmlで消化した時のサザンプロット解析から
推定したT｡世代における導入遺伝子のコピー数;
(C),形質転換イネの解析に用いたT2世代(T16,T20)のウェス
ターンプロット解析. Bはオオムギ,wTは原品種.
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(a) BA5 mM
(C)BAIO mM
絹　B:喜　悶
図3.オオムギBADH導入形質転換イネでべタインを生合成させた時の
生育の比較.表3でべタインレベル測定個体についての草丈(shoot
length),横長(root length),茎葉重(shoot DW),根重(root DW).非添加
区に対する比(Ratio)で示した.図中の破線(1.0)は基質添加区の生育
が非添加区の生育と同等であることを示す.
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表3.オオムギBADH遺伝子導入イネにおけるBADH活性.発芽5日目のイ
ネに基質のべタインアルデヒド(BA) 2,5および10mMを7日間,25/22℃で
培地に添加した時,茎葉に集積したべタインのレベルを測定した｡無菌条件下で
生育させた｡値は平均値±標準誤差(∩=3)で示した
ベタイン　レベル(〝mo19~1DW)
系統　　　BA　2mM　　　　　　5mM IOmM
(1 )　　　　　　(2)　　　　　　(3)
WT　　　12.8j=0.4 (1)  ll.lj=0.1 (1)  15.0士1.3 (1)
T16　　　19･2±0.7 (1.5)　33.4±0,7 (3.0)　56.4±0.6 (3.8)
T20　　　　23.3±0.6 (1.8)　32.7±0.7 (2.9)　52.8±0.7 (3.5)
表4.形質転換イネの低温ストレス耐性の評価.発芽5日目のイネを7日間,10
mMのBA存在下で育成し,15℃に2日間置いた後,5℃で7日間(ストレス1)
あるいは9日間(ストレス2)の処理を施して,常温(25/22℃)に戻した.2週
間後に障害の程度を生存緑色部%として求めた.べタインアルデヒド添加区の
べタインレベルは表3の(3)に相当する.データは12個体の平均値±標準誤差
で示した
ストレス1　　　　　　　　　　　ストレス　2
-BA　　+BA　　　　-BA (DP)1 +BA
61･0±6.1 69.6±3.4　　61.2±8.4(17)　78.1±3.8
61･2±5.4　74.9±2.8★　57.3±8.7(17)　87.2±1.7★★
67･9±3･6　68.3±2.8　　44.4±10.6(33) 83.6±2.5★★
1(DP)枯死個体%.
★, ★★;べタインアルデヒド添加区(+BA)と対照区トBA)の間にp < 0.05あるいは
0.01で有意差あり.
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表5.形質転換イネの熱ストレス耐性の評価.発芽5日目のイネを7日間, 10
mMのBA存在下で無菌的に育成し, 5時間の熱処理(45 ℃)を施して,常温
(25/22 ℃)に戻した.2週間後に障害の程度を生存緑色部%として求めた.べタ
インアルデヒド添加区のべタインレベルは表3の(3)に相当する.データは6個
体の平均値±標準誤差で示した
系統　　　　　　- BA
年存線角部割合(%1
+BA
WT　　　　　　70.9±6.2　　　　　　93.1 ±2,5H
T16　　　　　　70.1 ±7.4　　　　　　90.0±3.1★★
T20　　　　　　75.9±2.0　　　　　　91.6±1.2…
…べタインアルデヒド添加区(+BA)と対照区(-BA)の間にp<0.01で有意差あり.
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次に､熱(45℃､ 5時間)耐性の程度を見た　く表5)｡同様の実験を3回行ったが､
すべて同様の結果を得た｡べタインを集積した個体では有意に熱ストレス耐性を獲
得していたが､ wTとの間に有意な系統間差異は認められなかった｡
考察
以上､イネが持っている内生BADHの活性はオオムギほど高くはないものの､
十分な基質が存在すれば､ストレス耐性付与に十分なべタインを生成できるものと
考えられた｡特に､熱ストレスに極めて高い耐性を示したのは注目に値する｡トウ
モロコシのべタイン集積系統でも､葉緑体の光化学系ⅠⅠを保護することにより､
高温耐性を示したことが報告されており(Yangら1996)､夏作物では低温というよ
り､むしろ高温耐性に効果を持つのかもしれない｡しかし､多量のべタインを集積
することは､茎葉部の成長を制限する可能性があることも､また示された｡BA2mM
添加により集積したべタイン量では有意な耐性は付与されなかったので､イネに適
当な集積量とはどの程度の量なのか､生合成系の第1段階を触媒する酵素をコード
する遺伝子を導入して､さらに確かめてみる必要がある｡
引用文献
I) Arakawa, K., K. Mizuno, S. Kishitani and T. Takabe (1992). ImmunologiCalstudies of
betainealdehyde dehydrogenase in barley. Plant Cell Physiol･ 33:833-840･
2) Ishitani, M., T. Nakamura, S.Y. Ham and T. Takabe (1995). Expression of the betaine
aldehyde dehydrogenase gene in barley ln response tO osmotic stress and abscisic
acid. Plant Mol. Biol. 27:307-3 15.
3) Nakamura, T., S. Yokota, Y. Muramoto, K. Tsutsumi, Y. Oguri, K. Fukui and T.
Takabe (1997). Expression of a bぬine aldehyde dehydrogenase gene in rice, a
glycinebetaine nonaccumulator, and possible localization of its protein in
peroxisomes. PlantJ. ll:1 115-1 120.
4) Ra仙inasabapathi, B., D.A. Gage, D.J. Mackill and A.D. Hansom (1994). Cultivated and
wildrices do not accumulate glycinebetaine due to deficiencies in two biosynthetic
steps･ Crop S°i. 33:534-538.
5) Yang, G., D. Rhodes and R.J. Joly (1996). Effects of hightemperature on membrane
stability and chlorophyll nuorescence in gJycinebetaine-deficient andglycinebetaine-
contalnlng maize lines. Aust. J. Plant Physi01. 23:4371443.
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III. betA遺伝子導入イネにおけるべタインの生成と
ストレス耐性の評価
はじめに
高等植物のCMOはCDH (choline dehydrogenase)で代替できる｡大腸菌のCDH
をコードする遺伝子betAが単離されており､これを高等植物用に改変(改変betA)
して､ミトコンドリアにターゲットした形質転換イネが作出されている(高倍･田
中1998)｡この形質転換イネは塩ストレスに耐性を示した｡この改変betAを葉緑体
にターゲットして得られた形質転換イネの分譲を受けて､評価を行った｡そこで､
発現タンパク質が葉緑体に移行していることを考えて､生育期間および低温処理時
に異なる光条件区を設けた｡
材料および方法
T,世代種子の分譲を受けたので､種子を増殖(T.)して供試した｡シードリング
ポットにイネ育苗用培土を詰め､ポット当たり　8-10個体播種して､ 25/20℃の
pl温室で育苗した｡遮光区は自然光の60%がカットされている｡また､ 5℃処理中
に暗黒､弱光(427LmOlphotonm-2S~1) ､強光(3207LmOl photonm12S-1)を与えてから､
常温に戻した｡
べタインおよび基質のコリン(内生で持っている)量を正確に測定するために､
従来の方法を用いて､抽出効率と測定限界値を求めた｡それぞれ､ 80%､ <0.2vmol
g~lDWであった｡
結果
1)改変betA導入形質転換イネにおけるべタインの生成
本形質転換イネは幼苗期において､原品種(wT)に比べると､葉緑色がうす
く成長が芳しくなく､従って分けつ数も少ない傾向を示した｡成熟期にはWTと大
差なくなり､草丈にも差異はなくなった｡
図4に各温度条件に5日間置いた時､茎葉に集積しているべタインと基質のコリ
ンの含量を示した｡原品種と35/30℃区ではべタインを検出できなかった｡高温
によってbetA酵素が阻害されたのかもしれない.べタインの生成量がコリンの10
分の1程度であるのは､基質の量に問題があるのではなく､導入遺伝子の方に問題
があることを示している｡導入のされ方が悪かったのか､世代(T4)を進めた結果､
導入遺伝子が不活性化されたのか､あるいは微生物由来の遺伝子であるためか､そ
の理由は不明である｡ 5℃処理中に強光を与えてから常温に7日間置いた植物体で
は他の区の2倍の量を生成していた(データ無提示)｡しかし､次ぎに述べるよう
に､そのことが耐性付与には関係していなかった｡
L H4-
15℃　　　25℃　　　35℃　　　WT
処理温度
図4. be仏導入形質転換イネにおけるべタインとコリンの生成量
25/20℃で育成し,第3葉が完全展開した幼苗をそれぞれの温度区
【5, 15, 25/20, 35/30(昼/夜)℃】に5日間置いた個体についてべタイン
と基質のコリン濃度を測定した. n.d.は未検出(<0.2〃mol g-lDW).
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2) betA導入形質転換イネのストレス耐性評価
5℃の低温に対する障害の程度を見た(図5)｡それぞれの区でWrと形質転換
イネ(betA)を比較して見ると､総じてWTの方が障害の程度が少なく良好である｡
これはこのbetAイネの幼苗期の生育が不良ぎみであることを反映している｡しか
しながら､遮光･弱光処理区(L)では有意にtxtAイネの方が障害程度が少なく､
この程度のべタイン集積でも効果があったことを示した｡自然光･弱光処理区(L)
でも同様の傾向(有意差なし)が見られ､べタインが葉緑体の光酸化ストレス障害
を緩和する働きがあるという従来の知見を支持するものである｡しかし､強光処理
区(H)では､他の区の2倍のべタイン量を生成してもWTを凌駕できない程の強
い光酸化ストレス障害を受けたものと考えられる｡
熱ストレスに対する障害の程度をWrと比較してみた(図6).このtx:tAイネの
幼苗期の生育が不良ぎみであることを反映して､緩いストレス下ではWTの障害の
方が少ないが､ 8時間という強いストレスを与えると､ Wrの障害の程度が大きく
なり､有意にbe仏イネの方が障害程度が少なくなった｡この程度のべタイン集積
量でも保護できたと言えるだろう｡
塩ストレス耐性も検討したが､耐性の付与を確認することはできなかった｡
考察
今回評価したbetA導入イネ系統は理由はいろいろ考えられるものの､期待した
程のべタイン量を生成出来なかった｡むしろ､遺伝子を導入したことによる初期生
育の不良が顕著であった｡そして､このべタイン生成量(0.4-1.2〝molglDW)は
ストレス誘導されたオオムギで集積される量の100分の1程度の量である｡イネの
基質のコリン量はオオムギ並みであるが､そのコリンの10分の1程度の生成量で
ある｡しかしながら､この程度の量でも､条件によってはストレスによる障害を
wrより緩和した｡このことは､イネでもっと多量に生成させることが出来たなら､
さらにストレス耐性を付与できる可能性を示している｡やはり､高等植物のCMO
をコードする遺伝子を導入してみる必要があろう｡
引用文献
1)高倍鉄子･田中　章(1998).遺伝子工学による耐塩性イネの作出.
テクノイノベーション8:27-33.
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図6.betA導入形質転換イネにおける熱ストレス耐性
25/20℃で育成し,第3葉が展開した幼苗を45℃に4-8時間
置いた後, 7日間常温で回復させて,障害の程度を見た.
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ⅠV.まとめと総合考察
本研究課題で当初予定したことは概ね完了した｡イネへの環境ストレスに対する
耐性機構付与の一例として､べタイン生合成経路を持たないと言われているイネへ
のべタイン生合成経路導入の可能性について検討した｡本研究課題で得られた成果
と問題点として､以下のようにまとめることが出来る｡
まず､第一にイネに対するべタインの効果の有無を明らかにするために､市販の
べタインを水耕栽培により根から吸収､茎葉に蓄積させて検討した｡その結果､イ
ネに対して､べタインは草丈の伸長を制限することが明らかとなった｡節間伸長期
に高濃度で蓄積させた時には草丈は矯性化し､稔実障害を起こした(データ無提出)｡
しかし､外生のべタインによっても､茎葉中にべタインが存在することにより､あ
る程度ストレス耐性を付与することが出来た｡特に､高温･熱ストレスに対する耐
性の付与が特記できる｡
第二に､イネの内生BADHの活性はオオムギほど高くはないが､基質のべタイ
ンアルデヒドをべタインに転換できるほぼ十分な活性を持っていることが明らか
となったので､第1段階を触媒する酵素をコードする遺伝子を導入することによっ
て､イネのべタイン生合成経路が完成する｡オオムギのBADH遺伝子を導入した
形質転換イネ系統は十分な基質が存在すれば､オオムギ並みにべタインを生成する
ことが明らかになった｡この場合も､外生べタインの場合のように､多量に蓄積し
たべタインは草丈を制限させる可能性のあることが分かった｡
第三に､イネにコリンを酸化する最初の酵素をコードする遺伝子を導入する場合
には､やはり高等植物由来のCMOが適当ではないかと考えられた｡図7に示すよ
うに､微生物由来の遺伝子として､放線菌由来のcodAがイネに導入されている
(Sakamotoら1998)｡しかし､このcodAによる酵素反応からはべタインと当量の
過酸化水素が生成するので､これを消去する機構の少ない器官では酸化的ストレス
を生じることにもなりかねない｡また､本研究のⅠⅠⅠ章でみたように､大腸菌由来
のbetA遺伝子の活性も十分とは言えなかった｡そこで､高等植物由来のCMOを導
入した形質転換イネを作出し､かつ本研究で作出したBADH-イネと交配して､両
遺伝子を持った形質転換イネを用いて､内生的にどの程度集積し､どの程度のスト
レスに対する耐性が付与出来るものか､さらに検討を続ける予定である｡
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1,高等植物型
コリン｢ーべタインアルデヒド｢■グリシンベタイン
㈹　　　(臥)　　　　臥DH
2､放線菌型
コリン　　　トグリシンベタイン　+　H2Q
^
●●●
3,'大腸菌型
コリン｢+べタインアルデヒド丁グリシンベタイン
(pH　　　( BA)　　BADH (のH)
図7.グリシンベタイン生合成経路
CMO : ChoHno rrtortoox y g0nA80
BADH : BotaIno aldohydo dBhydrqonAoo
COD : ChoHne oxydaSe
CDH : ChoHno dohydr ogonaso
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